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pharmaceutical composition or material comprising them and their therapeutic or prophylactic use. Finally, 
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(57) Abstract 



The invention concerns adenoviral vectors having the characteristic of containing a region essential for heterologous packaging with 
respect to the adenoviral genome from which they are derived. The invention also concerns a method for making a viral preparation 
containing said adenoviral vectors, a cell, a pharmaceutical composition or material comprising them and their therapeutic or prophylactic 
use. Finally, the invention concerns an adenoviral genome of animal origin having attenuated packaging properties with respect to the 
native genome from which it is derived. 



(57) Abrege- 

La prdscnte invention conceme des vecteurs ade*noviraux qui pr&entent la caracte*ristique de contenir une rdgion essentielle a 
I'encapsidation h£te*rologue par rapport au genome ad6noviral dont ils denvent. Elle a 6galement pour objet un pro^de" pour preparer 
une preparation virale contenant lesdits vecteurs addnoviraux, une cellule, une composition pharmaceutique ou de matiere les comprenant 
ainsi que leur utilisation a des fins th6rapeutiques ou prophylactiques. Enfin, la presente. invention a egalement trait a un genome adenoviral 
d*origine animale presentant des capacites d'encapsidation atte*nuees par rapport au genome natif dont il d6rive. 
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VECTEURS ADENOVIRAUX CHIME RES 

La presente invention conceme de nouveaux vecteurs adenoviraux qui 
presentent la caracteristique de contenir une region essentielle a Pencapsidation 

5 heterologue par rapport au genome adenoviral dont ils derivent. Ces vecteurs peuvent 
etre utilises a titre de vecteurs auxiliaires ou recombinants, les premiers permettant la 
propagation des seconds. L'invention a egalement pour objet un procede pour 
preparer une preparation virale contenant lesdits vecteurs adenoviraux, une cellule, 
une composition pharmaceutique ou de matiere les comprenant ainsi que leur 

10 utilisation a des fins therapeutiques ou prophylactiques. Enfin, la presente invention a 
egalement trait a un genome adenoviral d'origine animale presentant des capacites 
d'encapsidation attenuees par rapport au genome natif dont il derive. L'invention 
presente un interet tout particulier pour des perspectives de therapie genique, 
notamment chez 1'homme. 

15 La therapie genique se definit comme le transfert d'infonnation genetique dans 

une cellule ou un organisme hote. Le premier protocole applique a 1'homme a ete 
initie aux Etats Unis en septembre 1990 sur un patient genetiquement 
immunodeficient en raison d'une mutation afFectant le gene codant pour TAdenine 
Desaminase (ADA). Le succes relatif de cette premiere experimentation a encourage 

20 le developpement de cette technologie pour di verses maladies aussi bien genetiques 
(dans le but de corriger le dysfonctionnement d*un gene defectueux) qu'acquises 
(cancers, maladies infectieuses comme le SEDA...). La plupart des strategies actuelles 
utilisent des vecteurs pour vehiculer le gene therapeutique vers sa cible cellulaire. De 
nombreux vecteurs tant viraux que synthetiques ont ete developpes au cours de ces 

25 demieres annees et ont fait Tobjet de nombreuses publications accessibles a 1'homme 
du metier. 

L'interet des adenovirus a titre de vecteurs de therapie genique a deja ete 
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evoque dans de nombreux documents de l'art anterieur. lis infectent de nombreux 
types cellulaires, aussi bien des cellules en division que quiescentes, sont non 
integratifs et peu pathogenes. En outre, ils possedent un tropisme naturel pour les 
voies respiratoires. Ces proprietes particulieres font des adenovirus des vecteurs de 

5 choix pour de nombreuses applications therapeutiques et meme vaccinales. A titre 
indicatif, leur genome est constitue d'une molecule d'ADN lineaire et bicatenaire 
d'environ 36 kb qui porte une trentaine de genes intervenant dans le cycle viral. Les 
genes precoces (El a E4 ; E pour early en anglais) sont repartis en 4 regions 
dispersees dans le genome. Les regions El, E2 et E4 sont essentielles a la replication 

10 virale alors que la region E3 impliquee dans la modulation de la reponse immunitaire 
anti-adenovirus chez Fhote ne Test pas. Les genes tardifs (LI a L5 ; L pour late 
signifiant tardif en anglais) cedent majoritairement pour les proteines de structure et 
recouvrent en partie les unites de transcription precoces. Ils sont pour la plupart 
transcrits a partir du promoteur majeur tardif MLP (pour Major Late Promoter en 

15 anglais). En outre, le genome adenoviral porte a ses extremites des regions agissant 
en cis essentielles a Tencapsidation constitutes de sequences terminales inversees 
(ITR) situees aux extremites 5' et 3' et d'une region d'encapsidation qui suit TITR 5'. 

Les vecteurs adenoviraux actuellement utilises dans les protocoles de therapie 
genique sont depourvus de la majeure partie de la region El afin d'eviter leur 

20 dissemination dans Tenvironnement et i'organisme hote. Des deletions supplementaires 
dans la region E3 permettent d'accroitre les capacites de clonage. Les genes d'interet 
sont introduits dans l'ADN viral a la place de Tune ou l'autre region deletee. Si la 
faisabilite du transfert de genes en utilisant ces vecteurs dits de premiere generation 
est maintenant bien etablie, la question de leur innocuite reste posee. Outre le risque 

25 de generer des particules competentes pour la replication, l'immunogenecite 
potentielle des proteines virales encore exprimees peut dans certaines applications 
particulieres s'opposer a la persistance des cellules transduites et a Texpression stable 
du transgene. Ces inconvenients ont justifie la construaion de vecteurs de nouvelles 
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generations. lis conservent les regions en cis (ITRs et sequences d'encapsidation) 
essentielles a 1'encapsidation mais component des modifications genetiques 
supplementaires visant a supprimer ['expression in vivo de Tessentiel des genes viraux 
(voir par exemple la demande intemationale W094/28152). A cet egard, un vecteur 
5 dit minimal, deficient pour Pensemble des fonctions adenovirals represente une 
alternative de choix. 

Les techniques de preparation des vecteurs adenoviraux sont largement 
decrites dans la litterature. Dans un premier temps, le genome est constitue par 
recombinaison homologue dans la lignee 293 (voir notamment Graham et Prevect, 

10 1 99 1 , Methods in Molecular Biology, Vol 7, Gene Transfer and Expression Protocols 
; Ed E. J. Murray, The Human Press Inc, Clinton, NJ) ou dans Escherichia coli (voir 
par exemple la demande intemationale WO96/17070). II est ensuite necessaire de 
propager le vecteur afin de constituer un stock de particules virales le contenant. 
Cette etape de production est critique et doit permettre d'atteindre des titres eleves en 

15 particules infectieuses pour pouvoir envisager un developpement a grande echelle en 
vue de la preparation de lots cliniques. On utilise a cet effet des lignees de 
complementation fournissant en trans les produits d'expression viraux pour lesquels le 
vecteur est defectif. Par. exemple, les virus deletes de El peuvent etre propages dans 
la lignee 293, etablie a partir de cellules de rein embryonnaire humain (Graham et al., 

20 1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72). Pour ce qui est des vecteurs de seconde generation, 
on peut avoir recours a des lignees complementant deux fonctions virales essentielles, 
telles que celles decrites par Yeh et al. (1996, J. Virol. 70, 559-565), Krougliak et 
Graham (1995, Human Gene Therapy 6, 1575-1586), Wang et al. (1995 Gene 
Therapy 2, 775-783), Lusky et al. (1998, J. Virol. 72, 2022-2033) et dans les 

25 demandes internationales W094/28152 et WO97/04119. Du fait de la toxicite 
potentielle des produits d'expression viraux, ces lignees necessitent d'etre optimisees 
en tenme de capacite de croissance et rendement en particules virales, avant 
d'envisager leur mise en oeuvre dans un processus industriel. De plus, une lignee 
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complementant I'ensemble des fonctions adenoviral adaptee a la propagation des 
vecteurs minimaux n'est a 1'heure actuelle pas encore disponible. 

Une autre alternative repose sur I'emploi d'un element viral supplemental, 
designe "virus auxiliaire" pour complementer au moins en partie les fonctions 
defectives d'un vecteur adenoviral recombinant. Les virus auxiliaires de Tart anterieur 
consistent en un genome adenoviral, eventuellement delete d'une region essentielle 
pour laquelle le vecteur recombinant ne necessite pas de complementation. A titre 
d'exemple, la co-transfection dans, la lignee 293 d'un virus auxiliaire El" et d'un 
vecteur adenoviral recombinant Ef E4* conduit a la formation de particules virales de 
vecteur recombinant. La fonction El est foumie par la lignee 293 et la fonction E4 
par le virus auxiliaire. 

Cependant, un inconvenient majeur de cette methode est que les cellules 
produisent une population mixte de particules virales, les unes comportant le vecteur 
recombinant et les autres le vecteur auxiliaire. En pratique, les preparations 
contiennent majoritairement des particules virales auxiliaires, celles-ci presentant un 
avantage selectif, de sorte que la contamination peut atteindre et meme depasser 90%. 
La presence du virus auxiliaire n'est pas souhaitable dans le cadre d'une therapie 
appliquee a l'homme et, de ce fait, necessite la mise en oeuvre de techniques 
physiques de separation, telles que Mtracentrifugation. 

La presente invention se propose d'exploiter les proprietes de croissance 
respectives des adenovirus humains et animaux. On a maintenant mis en evidence 
1'incapacite des adenovirus bovins BAV3 a se propager dans une lignee humaine alors 
que l'AdS peut etre propage dans des cellules bovines. En effet, Tinfection 
d'adenovirus BAV3 seuls ou en presence d'Ad5 dans la lignee humaine 293 ne 
conduit pas a la formation de particules virales infectieuses BAV3. Par contre des 
virions Ad5 sont obtenus par infection d'une lignee bovine. En outre, il n'y a pas 
depression des proteines virales BAV3 dans les cellules humaines. 
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Sur la base de ces observations, la presente invention propose notamment un 
systeme d'encapsidation se deroulant en deux etapes et mettant en oeuvre des 
adenovirus chimeres entre 1'AdS et BAV3. On a maintenant construit (i) un vecteur 
auxiliaire derive d'un genome Ad5 dans lequel la region d'encapsidation native est 
5 remplacee celle de Tadenovims bovin BAV3 et (ii) un vecteur adenoviral defectif 
recombinant derivant d'un Ad5 et comprenant deux regions d'encapsidation, la 
premiere d'origine Ad5 (autologue) et la seconde d'origine BAV3 (heterologue). La 
transfection des deux vecteurs dans une lignee cellulaire bovine infectee par un 
adenovirus BAV3 conduit a l'amplification des trois genomes viraux et a la 
10 production de particules virales des trois types. Au cours de cette premiere etape 
^amplification, le genome BAV3 fournit les facteurs agissant en trans permettant 
l'encapsidation des vecteurs recombinant et auxiliaire et ce dernier complemente au 
moins en partie les fonctions defectives du vecteur recombinant. Le melange des trois 
types de virus est recupere des cellules bovines et utilise pour infecter des cellules 
15 humaines 293. Le genome BAV3 et le vecteur auxiliaire possedant uniquement une 
region d'encapsidation derivee de BAV3 ne peuvent pas se propager dans la lignee 
humaine meme en presence d'Ad5 du fait de I'absence des facteurs d'encapsidation 
reconnaissant les sequences BAV3, ce qui exclut la formation de particules virales 
correspondantes. Neanmoins, le vecteur auxiliaire peut produire en trans les facteurs 
20 necessaires a l'encapsidation du vecteur recombinant mediee par le signal 
d'encapsidation d'origine Ad5 et complementer, en association avec les cellules 293, 
les fonctions precoces et tardives defectives, dans le but de generer de fa(?on 
majoritaire des virions contenant le vecteur recombinant. La presente invention 
repond a des objectifs de securite en reduisant considerablement la contamination des 
25 preparations adenovirals par les vecteurs auxiliaires et evite ainsi la mise en oeuvre 
de techniques de separation longues, couteuses et d'efficacite variable. 

Cest pourquoi la presente invention a pour objet un vecteur adenoviral 
derivant d'un genome adenoviral caracterise en ce qu'il comprend une region 



WO 99/61638 



PCT/FR99/01238 



-6- 

essentielle a Tencapsidation heterologue par rapport au genome adenoviral dont il 
derive. 

Au sens de la presente invention, un vecteur adenoviral est obtenu a partir 
d'un adenovirus parental dont le genome est modifie. Une modification minimale est 
Tinsertion d'une region essentielle a l'encapsidation d'une origine differente 
(heterologue). Bien entendu, d'autres modifications peuvent egalement etre 
envisagees. Celles-ci peuvent etre diverses (deletion, addition, substitution d'un ou 
plusieurs nucleotides) et localisees au sein des regions codantes du genome adenoviral 
ou en dehors de celles-ci (regions impliquees dans Pexpression des genes viraux, dans 
Tencapsidation....) et touchees aussi bien les regions precoces que tardives. A cet 
egard, un vecteur adenoviral particulierement adapte a la presente invention est 
defectif, c'est a dire incapable de se propager de fa?on autonome dans une cellule 
hote en l'absence de complementation. D peut etre defectif pour un ou plusieurs genes 
viraux essentiels a la replication. Ces genes peuvent etre deletes (en totalite ou en 
partie), rendus non fonctionnels (par exemple par mutation) ou substitues par d'autres 
sequences (notamment par un gene d'interet dont l'expression est recherchee dans 
une cellule ou un organisme hote). 

Le vecteur adenoviral de la presente invention peut deriver d'un adenovirus 
humain ou animal et d'un serotype quelconque. Les adenovirus humains du sous 
groupe C et notamment les adenovirus 2 (Ad2) et 5 (Ad5) conviennent tout 
particulierement a la mise en oeuvre de l'inventioa Panni les adenovirus animaux 
utilisables dans le cadre de la presente invention, on peut citer les adenovirus canins, 
aviaires, bovins, murins, ovins porcins, simiens...etc. A titre illustratif, on peut 
employer les adenovirus murins Mavl (Beard et al., 1990, Virology 175, 81-90), 
canins CAV-1 ou CAV-2 (Spibey et Cavanagh, J. Gen. Virol., 1989, 70, 165-172; 
Linne, 1992, Virus Research 25, 1 19-133 ; Shibata et al., 1989, Virol. 772, 460-467; 
Jouvenne et al., Gene, 1987, 60, 21-28), aviaires DAV (Zakharchuk et al., Arch. 
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Virol., 1993, 128, 171-176) ou encore covins BAV3 (Mittal et aL. J. Gen. Virol., 
1995, 76, 93-102). D'une maniere generale, les adenovirus precites sont disponibles 
dans les collections et notamment a l'ATCC et ont fait l'objet de nombreuses etudes 
publiees dans rart anterieur. Concemant l'adenovirus 5 (Ad5), il convient de noter 
5 que la sequence complete de son genome est disponible aupres de GenBank sous le 
numero d'accession M73260. Cette sequence est integralement incorporee par 
reference dans la presente demande. 

Aux fins de la presente invention, par "region essentielle a rencapsidation", 
on entend une region agissant en cis pour assurer, en collaboration avec des facteurs 
io proteiques notamment viraux, rencapsidation d'un genome de vecteur viral dans une 
capside virale. De telles regions consistent notamment, dans le cas du genome 
adenoviral, en les 1TR 5' et 3', et la region d'encapsidation. Ces termes sont bien 
connus dans le domaine de Tart considere. 

La caracteristique du vecteur adenoviral selon l'invention est qu'il porte une 
region essentielle a I'encapsidation heterologue c'est a dire d'une origine differente 
par rapport a l'adenovirus parental. Bien que celle-ci puisse etre issue d'un virus 
quelconque (retrovirus, poxvirus... etc), on prefere une origine adenoviral des lors 
qu'il s'agit d'un adenovirus de genre ou serotype different de l'adenovirus parental. 
De maniere preferee, selon la presente invention, ladite region essentielle a 
20 rencapsidation heterologue consiste en la sequence d'encapsidation et eventuellement 
en l'un au moins des ITR 5' et 3'. 

Selon I'origine de l'adenovirus, les regions essentielles a I'encapsidation 
peuvent varier quelque peu. Neanmoins, elles peuvent etre identifiees sur la base des 
donnees de sequence disponibles ou par analogie avec les adenovirus humains. Les 
ITR sont naturellement localises aux extremites 5' et 3' du genome adenoviral et sont 
impliques dans les etapes de replication et d'encapsidation dudit genome. 
Generalement, les ITR component entre 100 et 200 paires de bases. De nombreuses 



15 



25 



WO 99/61638 PCT/FR99/01238 



sequences d'lTR sont proposees par la litterature, citons a titre d'exemple Hearing et 
al., 1987, J. Virol., 61, 2555-2558 pour PAd5 ou WO 95/16048 pour BAV3. La 
region d'encapsidation (notee 40 est localisee a la suite de 1'ITR 5' du genome 
adenoviral et comporte des motifs redondants qui participent a Pencapsidation. Par 
exemple, celle de PAd5 comporte 7 motifs designes AI a AVII de sequence 
consensus 5* A/T AN A/T TTTG 3* (ou N represente un nucleotide quelconque) et 
situes aux positions 241-248, 262-269, 304-311, 314-321 et 339-346 du genome 
viral (Grable et Hearing, 1990, J. Virol. 64, 2047-2056; Schmid et Hearing, 1998, J. 
Virol 72, 6339-6347). Les regions d'encapsidation de divers adenovirus sont decrites 
dans la litterature (voir par exemple Hammarskjold et Winberg, 1980, Cell 20, 787- 
795 pour PAdl6 ; Hearing et aL, 1987, J. Virol. 61, 25 55-25 58 pour PAdS ; 
Robinson et Tibbets, 1984, Virology 137, 276-286 pour PAd3 ; Shibata et al., 1989, 
Virology 172, 460-467 pour CAV2 ; WO95/16048 pour BAV3). A titre purement 
illustratif, on indique que la region d'encapsidation d'AdS s'etend au moins des 
nucleotides (nt) 240 a 350. Quant a celle de BAV3, elle est comprise au sein d'un 
fragment de 0,3 kb entre les positions environ 185 a environ 514. Neanmoins, les 
limites de la region d'encapsidation peuvent varier et des regions "plus courtes ou plus 
longues conviennent egalement. L'homme du metier est capable d'isoler un fragment 
de Pextremite 5' d'un genome adenoviral, de Pinserer dans un vecteur adequat et de 
verifier ses capacites d'encapsidation dans une lignee appropriee, par exemple en 
determinant le titre viral ou Pexpression d'un gene reporter. 

Les sequences portant la region essentielle a Pencapsidation heterologue 
peuvent etre isolees d'un genome viral par des moyens conventionels (digestion par 
enzyme de restriction, PCR ...) ou produites par synthese chimique. Eventuellement, 
dans le cadre de la presente invention, elles peuvent comprendre des mutations 
(deletion, substitution et/ou addition d'un ou plusieurs nucleotides) par rapport aux 
sequences natives. II est egalement possible d'inclure d'autres sequences exogenes 
(sites de restriction...etc). Elles peuvent etre inseree dans le vecteur adenoviral selon 
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1'invention en stis de la region autologue ou en remplacement de cette demiere. 
L'insertion peut avoir lieu en 5' ou en 3' de la region autologue, a sa place pu a un 
endroit different (par exemple a l'extremite 3' juste avant 1'ITR 3'). 

Avantageusement, le vecteur adenoviral selon l'invention est originaire d'un 
5 adenovirus d'origine humaine et la region essentielle a l'encapsidation heterologue 
d'un adenovirus d'origine animale. A cet egard, un vecteur convenant tout 
particulierement a la presente invention derive d'un adenovirus humain du sous 
groupe C et, notamment d'un adenovirus 2 (Ad2) ou 5 (Ad5). Quant a la region 
essentielle a l'encapsidation heterologue, elle derive de preference d'un adenovirus 
l o animal selectionne parmi ceux precedernment cites. 

Selon un mode de realisation tout a fait prefere, le vecteur adenoviral selon 
l'invention derive d'un Ad5 et la region essentielle a l'encapsidation heterologue d'un 
adenovirus bovin, notamment d'un BAV3. 

On indique que les modes de realisation precites sont preferes mais que 
15 d'autres combinaisons peuvent etre mises en oeuvre dans le cadre de la presente 
invention. On peut par exemple envisager un vecteur adenoviral derivant d'un Ad5 et 
comprenant une region essentielle a l'encapsidation heterologue issue d'un autre 
adenovirus humain de serotype different (Ad3, Ad7 ...etc). Altemativement, le 
squelette adenoviral peut etre d'origine animale et la region essentielle a 
2 o l'encapsidation issue d'un adenovirus humain. 

Comme indique auparavant, le vecteur adenoviral selon l'invention est de 
preference defectif au moins pour la fonction El. Une telle deficience peut etre 
obtenue par deletion totale ou partielle de la region correspondante. De nombreux 
vecteurs El' sont decrits dans l'art anterieur et peuvent etre utilises dans le cadre de la 
25 presente invention. En outre, il peut comprendre des mutations /deletions 
supplemental affectant un ou plusieurs autres genes viraux, notamment au sein des 
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regions E2, E4 et/ou L1-L5. Toutes les combinaisons peuvent etre envisagees (El" 
E2\ El' E4*, El" E2" E4* ...). De tels vecteurs sont notamment decrits dans la 
demande internationale W094/28152. Pour illustrer ces modes de realisation, on peut 
citer la mutation thermosensible affectant le gene DBP (pour DNA Binding Protein en 
anglais) de la region E2A (Ensinger et al., 1972, J. Virol. 70, 328-339). Une deletion 
partielle de la region E4 a T exception des sequences codant pour les cadres de lecture 
ou verts (ORF) 6 et 7 est egalement envisageable (Ketner et al., 1989, Nucleic Acids 
Res. 77, 3037-3048). Une autre possibility est la deletion totale de 1'unite 
transcriptionnelle E4. Par ailleurs, le vecteur adenoviral selon Tinvention peut etre 
depourvu de tout ou partie de la region non essentielle E3. Selon cette alternative, il 
peut etre interessant de conserver neanmoins les sequences E3 codant pour les 
polypeptides permettant l'echappement au systeme immunitaire de Thote, notamment 
la glycoproteine gpl9k (Gooding et al., 1990, Critical Review of Immunology 70, 53- 
71). Dans certaines applications (vecteur recombinant), la non-fonctionnalite de 
Pensemble des genes viraux est preferee. 

Selon une premiere variante, le vecteur adenoviral selon ['invention peut etre 
employe a titre de vecteur viral auxiliaire pour complementer tout ou partie des 
fonctions defectives d'un vecteur adenoviral recombinant. Selon un mode de 
realisation avantageux, il est defectif au moins pour la fonction El. Eventuellement, il 
peut etre defectif pour des fonctions supplementaires telles que E2. Un homme du 
metier est apte a definir les deficiences requises en fonction du vecteur recombinant 
que Ton cherche a complementer et de la lignee cellulaire choisie. On indique que la 
fonction E4 peut etre assuree par TORF 6 et 7 uniquement. La presence de tout ou 
partie de la region E3 est facultative. Selon un mode de realisation particulier, il 
comprend les sequences 1TR 5' et 3' et les sequences codant pour les fonctions E2, E4 
et/ou L1-L5 derivant d'un adenovirus humain, notamment d'un Ad5 et une region 
d'encapsidation heterologue derivant d'un adenovirus bovin, notamment d'un BAV3. 
Selon un autre mode de realisation, le vecteur viral auxiliaire comprend les sequences 
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codant pour les fonctions E2, E4 et/ou L1-L5 derivant d'un adenovirus humain, 
notamment d'un Ad5 et des sequences ITR 5', ITR 3' et region d'encapsidation 
heterologues, derivant d'un adenovirus bovin, notamment d'un BAV3. 

On obtient un vecteur adenoviral auxiliaire selon Tinvention par insertion dans 
5 un genome adenoviral tel que defini ci-avant d'au moins une region essentielle a 
1'encapsidation heterologue. Une maniere preferee de proceder est de remplacer la 
region essentielle a l'encapsidation autologue par 1' heterologue. Uhomme du metier 
est apte a realiser une telle construction en appliquant les techniques classiques de 
biologie moleculaire. 

10 Selon une seconde variante, le vecteur adenoviral selon l'invention est un 

vecteur adenoviral recombinant et comprend au moins un gene d'interet place sous le 
controle des elements necessaires a son expression dans une cellule ou un organisme 
hote. 

Le gene d'interet en usage dans la presente invention, peut etre issu d*un 
15 organisme eucaryote, d'un procaryote d'un parasite ou d'un virus autre qu'un 
adenovirus. II peut etre isole par toute technique conventionnelle dans le domaine de 
Tart, par exemple par clonage, PCR ou synthese chimique. U peut etre de type 
genomique (comportant tout ou partie de 1'ensemble des introns), de type ADN 
complementaire (ADNc, depourvu d'intron) ou de type mixte (minigene). Par ailleurs, 
20 il peut coder pour un ARN antisens et/ou un ARN messager ( ARNm) qui sera ensuite 
traduit en polypeptide d'interet celui-ci pouvant etre (i) intracellulaire, (ii) incorpore 
dans la membrane de la cellule hote ou (iii) secrete. II peut s'agir d'un polypeptide tel 
que trouve dans la nature (natif), d'une portion de celui-ci (tronque), d'un mutant 
presentant notamment des proprietes biologiques ameliorees ou modifiees ou encore 
2 5 d'un polypeptide chimere provenant de la fusion de sequences d'origines diverses. 

Dans le cadre de la presente invention, il peut etre avantageux d'utiliser un 
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gene d'interet codant pour une cytokine (interferon a, 3 ou y, interleukine (IL), 
notamment l'EL-2, l'IL-6, TIL- 10 ou encore l'DL-12, un facteur necrosant des tumeurs 
(TNF), un facteur stimulateur de colonies (GM-CSF, C-CSF, M-CSF...), un 
recepteur cellulaire (notamment reconnu par le virus HIV), un ligand de recepteur, 
un facteur de coagulation, un facteur de croissance (FGF pour Fibroblast Growth 
Factor, VEGF pour Vascular Endothelial Growth Factor), une enzyme (urease, 
renine, thrombine, metalloproteinase, nitric oxide synthetase NOS, SOD, catalase...), 
un inhibiteur d'enzyme (al-antitrypsine, antithrombine HI, inhibiteur de protease 
virale, PAI-1 pour plasminogen activator inhibitor), un antigene du complexe majeur 
d'histocompatibilite de classe I ou II ou un polypeptide agissant sur 1'expression des 
genes correspondants, un polypeptide capable d'inhiber une infection virale, 
bacterienne ou parasitaire ou son developpement, un polypeptide agissant 
positivement ou negativement sur l'apoptose (Bax, BcI2, BclX...)* un agent 
cytostatique (p21, p 16, Rb), une apolipoproteine (ApoAI, ApoATV, ApoE...), un 
inhibiteur d'angiogenese (angiostatine, endostatine...), un marqueur ((J-galactosidase, 
luciferase....) ou tout autre gene d'interet ayant un effet therapeutique pour Faffection 
ciblee. Plus precisemment, dans le but de traiter un dysfonctionnement hereditaire, on 
utilisera une copie fonctionnelle du gene defectueux, par exemple un gene codant 
pour le facteur VTII ou IX dans le cadre de 1'hemophilie A ou B, la dystrophine dans 
le cadre des myopathies de Duchenne et Becker, 1'insuline dans le cadre du diabete, la 
proteine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) dans le 
cadre de la mucoviscidose. S'agissant d'inhiber l'initiation ou la progression de 
tumeurs ou cancers, on mettra de preference en oeuvre un gene d'interet codant pour 
un ARN anti-sens, un ribozyme, un produit cytotoxique (thymidine kinase de virus 
simplex de Therpes 1 (TK-HSV-1), ricine, toxine cholerique, diphterique, produit des 
genes de levure FCYJ et FURJ codant pour l'uracyle phosphoribosyl transferase et la 

cytosine desaminase ), un anticorps, un inhibiteur de la division cellulaire ou des 

signaux de transduction, un produit d'expression d"un gene suppresseur de tumeur 
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(p53, Rb, p73....), un polypeptide stimulateur du systeme immunitaire, un antigene 
associe a une tumeur (MUC-1, BRCA-1, antigenes precoces ou tardifs (E6, E7, LI, 
L2...) d'un vims a papillome HPV....), eventuellement en combinaison avec un gene 
de cytokine. Enfin, dans le cadre d'une therapie anti-HIV, on peut avoir recours a un 
gene codant pour un polypeptide immunoprotecteur, un epitope antigenique, un 
anticorps (2F5; Buchacher et al., 1992, Vaccines 92, 191-195), le domaine 
extracellulaire du recepteur CD4 (sCD4 ; Traunecker et al., 1988, Nature 33/, 84-86) 
une immunoadhesine (par exemple un hybride CD4-immunoglobuline IgG ; Capon et 
al., 1989, Nature 337, 525-531 ; Byrn et al., 1990, Nature 344 \ 667-670), une 
immunotoxine (par exemple fusion de Tanticorps 2F5 ou de l'immunoadhesine CD4- 
2F5 a I'angiogenine ; Kurachi et al., 1985, Biochemistry 24, 5494-5499), un variant 
trans-dominant (EP 0614980, WO95/16780), un produit cytotoxique tel que \\m de 
ceux mentionne ci-dessus ou encore un IFNa ou p. 

Par ailleiirs, un des genes d'interet peut egalement etre un gene de selection 
permettant de selectionner ou identifier les cellules transferees ou transduites. On 
peut citer les genes mo (codant pour la neomycine phosphotransferase) conferant une 
resistance a l'antibiotique G418, dhfr (Dihydrofolate Reductase), CAT 
(Chloramphenicol Acetyl transferase), pac (Puromycine Acetyl-Transferase) ou 
encore gpt (Xanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase). D'une maniere generale, 
les genes de selection sont connus de lliomme de Tart. 

La locution "elements necessaires a Texpression" designe les elements 
genetiques permettant la transcription d'un gene d'interet en ARN et la traduction d'un 
ARNm en polypeptide. Parmi ceux-ci, le promoteur revet une importance 
particuliere. II peut etre isole d'un gene quelconque d'origine eucaryote ou meme 
virale et peut etre constitutif ou regulable. Alternativement, il peut s'agir du 
promoteur naturel du gene en question. Par ailleurs, il peut etre modifie de maniere a 
ameliorer I'activite promotrice, supprimer une re^on inhibitrice de la transcription, 
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rendre un promoteur constitutif regulable ou vice versa, introduce un site de 
restriction.... On peut mentionner, a titre d'exemples, les promoteurs eucaryotes des 
genes PGK (Phospho Glycerate Kinase), MT (metallothioneine ; Mc Ivor et al., 1987, 
Mot. Cell Biol. 7, 838-848), a-1 antitrypsin^ CFTR, surfactant, immunoglobulin^ p- 

5 actine (Tabin et al., 1982, Mol. Cell Biol. 2, 426-436), SRa (Takebe et al., 1988, 
Mol. Cell. Biol. 8, 466-472), le promoteur precoce du virus SV40 (Simian Virus), le 
LTR du RSV (Rous Sarcoma Virus), le promoteur TK-HSV-1, le promoteur precoce 
du virus CMV (Cytomegalovirus) et les promoteurs adenoviraux El A et MLP. II 
peut egalement s'agir d'un promoteur stimulant Texpression dans une cellule 

10 tumorale ou cancereuse. On peut citer notamment les promoteurs des genes MUC-1 
surexprime dans les cancers du sein et de la prostate (Chen et al., 1995, J. Clin. 
Invest. 96, 2775-2782), CEA (pour carcinoma embryonic antigen) surexprime dans 
les cancers du colon (Schrewe et al., 1990, Mol. Cell. Biol. 10, 2738-2748), 
tyrosinose surexprime dans les melanomes (Vile et al., 1993, Cancer Res. 53, 3860- 

15 3864), ERB-2 surexprime dans les cancers du sein et du pancreas (Harris et al., 1994, 
Gene Therapy /, 170-175) et a-fetoproteine surexprimee dans les cancers du foie 
(Kanai et al., 1997, Cancer Res. 57, 461-465). Le promoteur precoce du 
Cytomegalovirus (CMV) est tout particulierement prefere. 

Les elements necessaires a Pexpression peuvent, en outre, inclure des 
20 elements additionnels ameliorant l'expression du gene d'interet ou son maintien dans 
la cellule hote. On peut citer notamment les sequences introniques, sequences signal 
de secretion, sequences de localisation nucleaire, sites internes de reinitiation de la 
traduction de type IRES, sequences poly A de terminaison de la transcription, leaders 
tripartites et origines de replication. Ces elements sont connus de Thomme de Tart. 

25 Lorsque le vecteur adenoviral recombinant selon T invention comporte 

plusieurs genes d'interet, ceux-ci peuvent etre places sous le controle des memes 
elements genetiques (cassette polycistronique utilisant un site interne d'initiation de la 
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traduction de type IRES pour reinitier la traduction du second cistron) ou d'elements 
independants. 

Un mode de realisation particulierement avantageux consiste en un vecteur 
adenoviral recombinant comprenant une seconde region essentielle a Tencapsidation 

5 autologue par rapport au genome adenoviral dont il derive. En d'autres termes, il 
porte deux regions d'encapsidation Tune autologue et Tautre heterologue. Leur 
position dans le vecteur adenoviral peut etre quelconque. Elles peuvent etre 
notamment placees a Tune des extremites ou separees a chacune des extremites dudit 
vecteur. Avantageusement, la region heterologue est placee en 3' de la region 

10 autologue. 

Dans le cadre de la presente invention, un vecteur adenoviral recombinant 
selon Tinvention est defectif pour la fonction El et Tune au moins des fonctions E2, 
E4 et/ou L1-L5. Un exemple prefere est fourni par un vecteur defectif pour 
T ensemble des fonctions adenovirales (vecteur minimum) qui comprend outre le(s) 
15 gene(s) d'interet au moins les ITRs 5' et 3' et une region essentielle a Tencapsidation 
autologue derivant d'un adenovirus humain, notamment d T un "Ad5 et une region 
essentielle a 1'encapsidation heterologue derivant d'un adenovirus bovin, notamment 
d'unBAV3, 

II est a la portee de rhomme du metier de generer un vecteur adenoviral 
20 recombinant selon Tinvention par les techniques de biologie moleculaire. II saura bien 
evidemment adapter la technologie en fonction des donnees specifiques (type de 
vecteur, gene d'interet...). 

La presente invention concerne egalement Tutilisation d T un vecteur adenoviral 
auxiliaire selon ['invention pour complementer tout ou partie des fonctions defectives 
25 d'un vecteur adenoviral recombinant defectif pour la replication, notamment d'un 
vecteur adenoviral recombinant selon Tinvention, lesdits vecteurs auxiliaire et 
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recombinant derivant tous deux d'un meme adenovirus et, en paiticulier d'un Ad5 et 
lesdites regions essentielles a l'encapsidation heterologues portees par le vecteur 
auxiliaire et, eventuellement, le vecteur recombinant derivant du meme adenovirus 
different du precedent et, en particulier d'un BAV3. 

5 La presente invention concerne egalement une composition comprenant : 

(a) un vecteur adenoviral auxiliaire selon l'invention, 

(b) un vecteur adenoviral recombinant defectif pour la replication, 
notamment d'un vecteur adenoviral recombinant selon l'invention, et 

(c) de maniere optionnelle, un genome adenoviral derivant d'un 
10 adenovirus animal de la meme origine que les regions essentielles a l'encapsidation 

heterologues portees par les vecteurs auxiliaire et recombinant a) et eventuellement 
b). 

La presente invention concerne egalement un genome adenoviral derivant 
d'un adenovirus animal, notamment d'un adenovirus bovin et, en particulier, d'un 

15 BAV3 caracterise en ce qu'il presente une capacite d'encapsidation attenuee par 
rapport a Padenovirus dont il derive. L'attenuation a pour but de reduire la 
propagation du genome adenoviral au profit d'un genome portant une region native 
(vecteur adenoviral auxiliaire et recombinant selon l'invention). Elle peut etre obtenue 
par deletion partielle de la region d'encapsidation ou par mutation d'un ou plusieurs 

20 motifs controlant le processus d'encapsidation. Un exemple d'attenuation est foumi 
dans la demande intemationale W094/28152 et dans Imler et al. (1995, Human Gene 
Therapy 5, 711-721). L'homme de Tart connait les techniques qui permettent de 
verifier l'attenuation, par exemple en determinant le titre viral (Graham et Prevec, 
1991, supra) ou l'expression d'un gene reporter par rapport a un virus equivalent 

25 portant une region essentielle a l'encapsidation native. Une region essentielle a 
l'encapsidation attenuee presente une efficacite d'encapsidation reduite d'un facteur 2 
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a 1000, avantageusement 3 a 100 et, de maniere preferee, 5 a 50. 

Le genome adenoviral animal selon Tinvention peut etre competent pour la 
replication ou comprendre des modifications touchant un ou plusieurs genes viraux, 
telles que celles citees precedemment. En particuiier, la deletion totale ou partielle de 
5 la region El dudit genome peut etre avantageuse dans le cadre de la presente 
invention. On indique que le genome et/ou les vecteurs peuvent etre sous forme 
d'ADNou de virus. 

La presente invention concerne egalement un procede pour preparer une 
preparation virale comprenant un vecteur adenoviral recombinant defectif pour la 
10 replication, notamment d'un vecteur adenoviral recombinant selon Tinvention, selon 
lequel : 

(a) on introduit dans une premiere lignee cellulaire 

(i) un vecteur adenoviral auxiliaire selon Tinventioh, 

(ii) un genome adenoviral derivant d'un adenovirus animal, et 

1 5 (iii) ledit vecteur adenoviral recombinant 

ledit genome adenoviral (ii) etant de la meme origine que les regions 
essentielles a Tencapsidation heterologies portees par les vecteurs (i) et eventuellement 
(iii) et ledit genome adenoviral (ii) et les vecteurs (i) et (iii) etant capables de se repliquer 
dans ladite premiere lignee cellulaire, 

20 (b) on cultive ladite premiere lignee cellulaire dans des conditions appropriees 

pour permettre la production de particules virales comportant les vecteurs (i) et (iii) et le 
genome adenoviral (ii), 

(c) on recupere lesdites particules virales obtenues a Tetape b) dans la culture 

cellulaire, 
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(d) on infecte une seconde lignee cellulaire avec lesdites particules virales 
recuperees a l'etape c), ledit vecteur auxiliaire (i) et ledit genome adenoviral (ii) ayant 
une capacite d'encapsidation et/ou de replication nulle ou reduite dans ladite seconde 
lignee cellulaire, 

5 (e) on cultive ladite seconde lignee cellulaire dans des conditions appropriees 

pour permettre Tencapsidation dudit vecteur adenoviral recombinant (iii) et produire 
ladite preparation virale, et 

(f) on recupere ladite preparation virale obtenue a l'etape e) dans la culture 

cellulaire. 

10 Aux fins de la presente invention, les vecteurs et genomes adenoviraux 

peuvent etre introduits par tous les moyens de Tart dans la premiere lignee cellulaire, 
notamment par transfection et/ou infection. D est possible de transferer les vecteurs 
dans la lignee qui est infectee par des particules de genome adenoviral animal 
(prealablement, posterieurement ou de maniere concomitante a la transfection). Les 

15 virus contenant les differents elements (i) (ii) ou (iii) peuvent etre constitues selon les 
techniques de Tart. Par ailleurs, ledit vecteur adenoviral recombinant defectif pour la 
replication peut consister en un vecteur tel que decrit dans WO 94/28152, WO 
94/08026, WO 93/19191 ou WO 94/12649. 

Par ailleurs, le genome (ii) peut etre sauvage, selon Tinvention (attenue) et/ou 
20 comprendre une ou plusieurs modifications aflfectant la fonctionnalite d'un ou de 
plusieurs genes viraux. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux, la premiere cellule comprend 

(i) un vecteur adenoviral auxiliaire defectif au moins pour la fonction 
El, derivant d'un adenovirus humain (notamment d'un Ad5) et portant une region 
25 essentielle a Tencapsidation heterologue derivant d'un adenovirus bovin (notamment 
d'unBAV3), 
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(ii) un genome adenoviral derivant d'un adenovirus bovin (notamment 
d'un BAV3), eventuellement selon 1'invention, et 

(iii) vecteur adenoviral recombinant defectif pour la fonction El et au 
moins Tune des fonctions E2, E4 et/ou L1-L5 et portant une seconde region 

5 d'encapsidation autologue telle que definie ci-avant, derivant d'un adenovirus humain 
(notamment d'un Ad5) et portant une region essentielle a Tencapsidation heterologue 
derivant d'un adenovirus bovin (notamment d'un BAV3), 

ladite premiere lignee cellulaire etant d'origine bovine. 

Selon un mode de realisation tout a fait avantageux, le vecteur adenoviral 
10 auxiliaire defectif dont il est question en (i) des procede decrits ci-dessus comprend 
une region essentielle a I'encapsidation heterologue derivant d'un adenovirus bovin 
(notamment d'un BAV3) qui comporte les ITR 5' et 3', et la region d'encapsidation. 

De maniere alternative on peut avoir recours a un genome adenoviral (ii) 
defectif pour la fonction El. S'agissant de la variante preferee, un genome BAV3 
15 defectif pour la fonction El est decrit dans la demande intemationale WO95/16048. 
Dans ce cas, on aura recours a une premiere lignee cellulaire capable de 
complementer la fonction El dudit genome adenoviral d'origine animale. On 
emploiera de preference une lignee de la meme origine animale que ledit genome 
adenoviral (ii). D peut s'agir d'une lignee etablie ou d'une lignee primaire. 

20 Le terme cellule de complementation est classique dans le domaine de Tart. 

Dans le cadre de la presente invention, il se refere a une cellule eucaryote capable de 
foumir en trans au moins une partie des fonctions defectueuses d'un vecteur ou 
genome adenoviral selon Tinvention. D*une maniere generale, une cellule de 
complementation d'une fonction adenovirale peut etre obtenue par transfection des 

25 genes viraux correspondant dans une lignee cellulaire appropriee. Tous les moyens 
standards pour introduire un ADN dans une cellule peuvent etre employes 
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(transfection au phosphate de calcium, electroporation, microinjection, lipofection, 
fusion de protoplastes....). Par ailleurs, les genes viraux sont portes par des vecteurs 
conventionnels (vecteurs synthetiques, viraux, plasmides...) et places sous le controie 
d'elements permettant Ieur expression constitutive ou regulee dans ladite cellule de 
complementation. Les lignees de complementation adaptees aux vecteurs adenoviraux 
sont connues de Phomme de Part (voir par exemple la demande international 
W094/28152, WO97/041 19 et Graham et aL, J. Gen. Virol., 1977, 36: 59-72). 

Une lignee bovine convenant particulierement derive d'une lignee MDBK 
(ATCC CCL-22 ou CRL-6071) ou de cellules primaires, notamment de retine ou de 
rein foetal et comprend les sequences codant pour la region El d'un adenovirus bovin 
et, en particulier d'un BAV3 placees sous le controie des elements necessaires a Ieur 
expression dans ladite lignee. 

Selon un mode de realisation prefere, la seconde lignee cellulaire est une 
cellule de complementation de la fonction El d'un adenovirus humain, notamment 
d un Ad5. On aura de preference recours a la lignee 293. Mais d'autres lignees telles 
que celles decrites dans la demande W094/28152 peuvent egalement etre employees. 

Les particuies virales de Petape c) et la preparation virale peuvent etre 
recuperees du sumageant de culture mais egalement des cellules. Une des methodes 
couramment employee consiste a lyser les cellules par des cycles consecutifs de 
congelation/decongelation pour recueillir les virions dans le sumageant de lyse. Ceux- 
ci peuvent ensuite etre amplifies et purifies selon les techniques de l'art (procede 
chromatographique, ultracentrifiigation notamment a travers un gradient de chlorure 
de cesium....). 

La presente invention concerne egalement la preparation virale obtenue selon 
le procede selon Pinvention. Selon un mode de realisation avantageux, elle comporte 
au moins 30% de particuies virales infectieuses contenant le vecteur adenoviral 
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recombinant selon Invention. Avantageusement, elle comporte au moins 50%, de 
preference, au moins 70% et, de maniere tout a fait preferee, au moins 80% desdites 
particules. 

La presente invention conceme egalement une cellule hote comprenant un 
vecteur adenoviral selon 1'invention ou infectee par une preparation virale selon 
I'invention. Une cellule de mammifere et notamment humaine convient tout 
particulierement. Elle peut comprendre ledit vecteur sous forme integree dans le 
genome ou non (episome). D peut s'agir d'une cellule primaire ou tumorale dke 
origine hematopoTetique (cellule souche totipotente, leucocyte, lymphocyte, 
monocyte ou macrophage...), musculaire (cellule satellite, myocyte, myoblaste...), 
cardiaque, pulmonaire, tracheale, hepatique, epitheliale ou fibroblaste. 

La presente invention conceme egalement une cellule comprenant : 

CO un vecteur adenoviral auxiliaire selon I'invention, 

(ii) un genome adenoviral derivant d'un adenovirus animal, et 

(iii) un vecteur adenoviral recombinant defectif pour la replication, notamment 
d'un vecteur adenoviral recombinant selon I'invention. 

Ladite cellule est de preference une cellule de complementation d'une 
fonction adenovirale et , en particulier, de la fonction El d'un adenovirus animal ou 
humain. Elle a les caracteristiques definies ci-avant. 

La presente invention conceme egalement une composition pharmaceutique 
comprenant a titre d'agent therapeutique ou prophylactique, un vecteur adenoviral, 
une preparation virale ou une cellule hote selon I'invention en association avec un 
support acceptable d'un point de vue pharmaceutique. La composition selon 
I'invention est plus particulierement destinee au traitement preventif ou curatif de 
maladies par therapie genique et s'adresse aussi bien aux maladies genetiques 
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(hemophilie, diabete, mucoviscidose, myopathic de Duchenne ou de Becker, maladies 
auto immunes) qu'acquises (cancers, tumeurs, maladies cardiovasculaires, maladies 
d'origine infectieuse comme l'hepatite B ou C, le SID A,...). * 

Une composition pharmaceutique selon Invention peut etre fabriquee de 
maniere conventionnelle en vue d'une administration par voie locale, parenteral ou 
digestive. En particulier, on associe une quantite therapeutiquement efficace de I'agent 
therapeutique ou prophylactique a un support acceptable d*un point de vue 
pharmaceutique. Les voies d'administration envisageables sont multiples. On peut 
citer par exemple la voie intragastrique, sous-cutanee, intracardiaque, intramusculaire, 
intraveineuse, intraarterielle, intraperitoneale, intratumorale, intranasale, 
intrapulmonaire ou intratracheale. Pour ces trois demiers modes de realisation, une 
administration par aerosol ou instillation est avantageuse. L'administration peut avoir 
lieu en dose unique ou repetee une ou plusieurs fois apres un certain delai d'intervalle. 
La voie d'administration et le dosage appropries varient en fonction de divers 
parametres, par exemple, de Tindividu ou de la maladie a traiter ou encore du ou des 
gene(s) d'interet a transferer. La preparation virale selon Tinvention peuvent etre 
formulees sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 u ufp (unites formant des 
plages), avantageusement 10 5 et 10 13 ufp et, de preference, 10 6 et 10 12 ufp. Pour ce 
qui est du vecteur adenoviral recombinant selon Tinvention, des doses comprenant de 
0,01 a 100 mg d'ADN, de preference 0,05 a 10 mg et, de maniere tout a fait preferee, 
0,5 a 5 mg sont envisageables. La formulation peut egalement inclure un diluant, un 
adjuvant ou un excipient acceptable d'un point de vue pharmaceutique. Elle peut etre 
presentee sous forme liquide ou seche (lyophylisat ... etc). 

Le vecteur ou la preparation virale selon Tinvention peut etre eventuellement 
associe a une ou plusieurs substances ameliorant Tefficacite transfectionnelle et/ou la 
stabilite. Ces substances sont largement documentees dans la iitterature accessible a 
Thomme de Tart (voir par exemple Feigner et al., 1987, Proc. West. Pharmacol. Soc. 
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32, 1 15-121 ; Hodgson et Solaiman, 1996, Nature Biotechnology 14, 339-342; Remy 
et al., 1994, Bioconjugate Chemistry 5, 647-654). A litre illustratif mais non limitatif, 
il peut s'agir de polymeres, de lipides notamment cationiques, de liposomes, de 
proteines nucleaires ou encore de lipides neutres. Ces substances peuvent etre 
utilisees seules ou en combinaison. 

Enfin, la presente invention est relative a totalisation d'un vecteur adenoviral, 
d'une preparation virale ou d'une cellule hote selon Invention pour le transfert et 
l'expression d'un gene d'interet dans une cellule ou un organisme hote. Une 
utilisation preferee consiste en le traitement du corps humain ou animal par therapie 
genique ou immunotherapie. Selon une premiere possibility le medicament peut etre 
administre directement //; vivo (par exemple par injection intraveineuse, dans une 
tumeur accessible, dans les poumons par aerosol...). On peut egalement adopter 
l'approche ex vivo qui consiste a prelever des ceUules du patient (cellules souches de la 
moelle osseuse, lymphocytes du sang peripherique, cellules musculaires...), de les 
transfecter ou infecter in vitro selon les techniques de Tart et de les readminister au 
patient. L'utilisation preferee est pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement des maladies par therapie genique ou immunotherapie. 

L'invention s'etend egalement a une methode de traitement selon laquelle on 
administre une quantite therapeutiquement efficace d'un vecteur adenoviral 
recombinant, d'une preparation virale ou d'une cellule hote selon l'invention a un 
patient ayant besoin d'un tel traitement. 

EXEMPLES 

La presente invention est illustree, sans pour autant etre limitee, par les exemples 
suivants. 

Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les techniques generales de 
genie genetique et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis et al., (1989, 
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Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
NY) ou selon les recommandations du fabricant lorsqu'on utilise un kit commercial. 
Les etapes de recombinaison homologue sont de preference realisees dans la souche 
K coli BJ 5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557-580). S'agissant de la 
reparation des sites de restriction, la technique employee consiste en un remplissage 
des extremites 5' protuberantes a I'aide du grand fragment de I'ADN polymerase I d'£ 
coli (Klenow). Par ailleurs, les fragments de genome adenoviral employes dans les 
differentes constructions decrites ci-apres, sont indiques precisement selon leur 
position dans la sequence nucleotidique du genome de l'Ad5 et de BAV3 telle que 
divulguee dans la banque de donnees Genebank sous la reference M73260 et 
AFO301 54 respectivement. 

En ce qui conceme la biologie ceUulaire, les cellules sont transferees ou 
transduites et cultivees selon les techniques standards bien connues de l'homme du 
metier. Dans les exemples qui suivent, on a recours aux lignees cellulaires 293 
(Graham et al, 1977, supra ; disponible a l'ATCC sous la reference CRL1573) et 
MDBK (ATCC CRL-6071 ou CCL-22). D est entendu que d'autres Ugnees cellulaires 
peuvent etre utilisees. 

EXEMPLE 1 : Absence de multiplication des virus BAV3 dans les lignees 
humaines 

La lignee humaine MDBK et les lignees humaines A549 (ATCC CCL- 
185), HeLa (ATCC CCL-2) et 293 (ATCC CRL-1573) sont infectees par un virus 
sauvage BAV3 a differentes MOI (1, 2 et 10). Les cellules sont recolt^es 3 jours 
apres l'infection et les litres viraux determines sur les cellules permissives MDBK. 
Le facteur de multiplication est inferieur a 1 dans le cas de l'infection des cellules 
humaines alors qu'il est compris entre 50 et 100 pour la lignee bovine. Ces 
resultats indiquent l'incapacite du vecteur BAV3 a se propager dans les lignees 
humaines. 
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L'expression des genes viraux de BAV3 est verifiee par PCR reverse apres 
infection du vims BAV3 dans des lignees humaines etablies (A549, HeLa, 293, 
MRC5, RPMI) ou primaires (lignee primaire de muscle PHM). La lignee controle 
est constituee par la lignee MDBK. Les cellules sont recueillies et on isole les 
5 ARN polyA+ selon les techniques conventionnelles. La transcription reverse est 
realisee avec une amorce antisens specifique de la region El et suivie d'une 
amplification par PCR avec la meme amorce et une amorce sens specifique de El. 
Les produits PCR sont soumis a une analyse par Southern blot et detectes par une 
sonde specifique de El permettant de detecter une bande de 626 pb correpondant a 
10 l'ADN genomique et de 519 pb derive de l'ARNm polyA+. Dans les cellules 
MDBK, on observe une expression du gene viral El qui est maximale 16 hemes 
apres l'infection. El est egalement exprimee dans la lignee 293. Par contre aucune 
expression d'ARNm El ne peut etre detectee dans toutes les autres lignees 
humaines testees. 

15 Ces resultats montrent que les cellules humaines sont infectees par le virus 

BAV3 mais que celui-ci ne peut pas s*y repliquer. 

EXEMPLE 2 : Construction de vecteurs adenoviraux chimeres Ad5/B AV3 

On construit tout d'abord un vecteur comprenant une cassette d' expression 
du gene bacterien LacZ codant pour la p-galactosidase. Pour ce faire, le fragment 

20 Xhol-Sall de pTG8595 (Lusky et al., 1998, J. Virol. 72, 2022-2033) portant les 
sequences codantes LacZ est clone dans le site Xhol du plasmide pCI (Promega). Ce 
dernier est un vecteur d'expression eucaryote comprenant le promoteur CMV, des 
sequences d'epissage, des sites multiples de clonage et la sequence polyA de SV40. 
La cassette d'expression du gene LacZ flanque des elements de regulation precites est 

25 isolee sous forme d'un fragment Bglll-BamHI et introduit dans le site Bglll du 
vecteur de transfert pTG8343, pour donner pTG6452. A titre indicatif, le vecteur de 
transfer! comporte l'extremite 5' de TAd5 delete de la majorite des sequences El (nt 1 
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a 458 et 3329 a 5788) inseree dans un plasmide ppoiyll (Lathe et aL, 1987, Gene 57, 
193-201). Le genome adenoviral est reconstitue par recombinaison homologue entre 
le fragment Pacl-Nsil obtenu de pTG6452 et le vecteur pTG3652 portant le genome 
Ad5 delete de la region E3 clive par 1'enzyme Clal. Le vecteur ainsi obtenu, nomme 
5 pTG6481, contient les sequences Ad5 depourvues des regions El (nt 459 a 3328) et 
E3 (nt 28249 a 30758) et la cassette pCMV-LacZ-pA SV40 clonee en lieu et place de 
la region El. La region d'encapsidation est d'origine Ad5. 

L'etape suivante est d'inserer la region d'encapsidation de BAV3 dans le 
vecteur precedent. Deux sites d'insertion ont ete testes : le premier en amont de la 
10 region d'encapsidation native, au niveau du site Aflm en position 151 du genome 
Ad5 et Tautre en aval de celle-ci au niveau du site Sail (en position 451 de TAd5). La 
premiere constmction pTG6466 est generee par digestion Aflm de pTG6452, 
traitement a la Klenow et introduction du fragment HaeD-PvuII de 844 pb recouvrant 
les sequences en positions 141 a 984 du genome BAV3, ce fragment ayant ete soumis 
au prealable a Taction de la Klenow. Le vecteur pTG6467 est genere selon le meme 
protocole mis a part que pTG6452 est linearise par Sail. Ainsi les vecteurs pTG6466 
et pTG6467 contiennent deux regions d'encapsidation, Tune d'origine Ad5 et Tautre 
d'origine BAV3 (environ 0,8 kb). 

On a egalement mis en oeuvre une region d'encapsidation BAV3 reduite issue 
de la precedente par digestion Thai bu BstuI (positions 185 a 514 du genome 
BAV3). Comme precedemment, la region BAV3 d'environ 0,3 kb est inseree dans les 
vecteurs recombinants Ad5 soit au niveau du site Aflm (en 5' de la region psi 
autologue) en au niveau du site Sail (en 3' de la region psi autologue). Dans ce 
dernier cas, on genere le vecteur de transfert pTG6458 et le genome adenoviral est 
reconstitue par recombinaison homologue comme precedemment pour donner 
pTG6482. 

Puis on genere une construction dans laquelle la region d'encapsidation 
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d'AdS est echangee contre son homologue BAV3. Le vecteur pTG6452 est digere 
par Afini (ntl51) et Sail (nt 451) puis traite a la polymerase Klenow. Le fragment de 
300 pb portant la region d'encapsidation Ad5 est remplace par le fragment Haefl- 
PvuD (844 pb) isole de BAV3 et rendu franc par Taction de la Klenow. On obtient 
pTG6468 qui porte la seule region d'encapsidation de BAV3 dans un contexte Ad5. 
Une construction identique met en oeuvre la region d'encapsidation BAV3 de 0,3 kb. 

Les regions modifiees sont reintroduites dans le genome adenoviral par 
recombinaison homologue comme indique precedemrnent. 

De maniere identique, un vecteur adenoviral auxiliaire derive du genome de 
1'Ad 5 comportant la region d'encapsidation et les ITR 5' et 3' de BAV3 a ete 
construit. Pour cela, le vecteur pTG13373 qui est derive du genome d'Ad5 delete des 
regions El et E3 est construit, comportant 1'ITR 5' et la region d'encapsidation de 
0,3 kb du genome de BAV3. 

Le vecteur pTG 13373 est obtenu par le remplacement de ITER. 5' et de la 
region d'encapsidation d'Ad5 presents dans pTG 8343, par 1'ITR 5' et la region 
d'encapsidation de BAV 3 presents dans pTG 5431 ; a litre indicatif, pTG 5431 est 
constitue de l'extremite 5' (nucleotides 1 a 8217) du genome de BAV 3. Pour ce 
faire, pTG 8343 est digere par Bgl II, soumis a Taction de la Klenow, puis digere par 
Pac I, et pTG 543 1 est digere par Acc I, traite a la Klenow, et digere par Pac I. Les 
fragments ainsi obtenus sont lies pour dormer pTG 13372. Finalement, pTG 13373 
est obtenu par recombinaison homologue entre les fragments obtenus de pTG 13372 
digere par Bgl I et de pTG 6401 digere par Pac I. 

Le vecteur pTG 14310 derive du genome de l'Ad5 delete des regions El et 
E3 et comprenant les ITR 5' et 3' ainsi que la region d'encapsidation de BAV 3 est 
ensuite obtenu de la maniere suivante. 

On precede au remplacement de PITR 3" d'Ad5 dans le vecteur pTG 13384 
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(constitue par I'extremite 3' (nucleotides 32800 a 35935) du genome de I'Ad 5 ; une 
cassette de clonage etant inseree entre les nucleotides 35826 et 35827) par I'lTR 3' 
de BAV3. Pour ce foire, pTG 13384 est digere par Xba I, soumis a Taction de la 
Klenow, puis digere par Pac I. D'autre part, pTG 545 1 est digere par Apo I, traite a 
5 la Klenow, et digere par Pac I. A titre indicatif, le vecteur pTG 5451 comprend les 
extremites 5' (nucleotides 1 a 1651 deletes du fragment 829-1077) et 3' de BAV 3 
(nucleotides 33232 a 34446) separees par un site de restriction unique Hind m. Les 
fragments ainsi obtenus sont lies pour donner pTG 1426 1 . 

Par ailleurs, la recircularisation de pTG 14261 apres digestion par Xbal et 
10 Bam HI et action de la Klenow permet 1'elimination du site de clivage Hind m en 
amont de 1'ITR bovin de pTG 14261 . On obtient ainsi le vecteur pTG 14262. 

Parallelement, on precede a la recirculrisation de pTG 13373 digere par Hind 
m pour obtenir pTG 14263 qui contient 1'ITR 5' et la sequence d'encapsidation de 
0,3 kb de BAV 3 ainsi que 1'ITR 3' de 1'AdS. 

15 On precede ensuite au remplacement de 1'ITR 3" de l'Ad5 dans le vecteur 

pTG 14263 par 1'ITR 3' de BAV 3 de pTG 14262. Pour ce faire, pTG 14263 et pTG 
14262 sont digeres par Hind m et Pac I. Les fragments ainsi obtenus sont lies pour 
donner pTG 14266. 

Enfin, le genome adenoviral est reconstitue par recombinaison homologue 
20 entre pTG 14266 linearise par Hind m et pTG 13373 digere par Pac I. Le vecteur 
obtenu nomme pTG 14310 derive du genome d'Ad 5 delete des regions El et E3 et 
contient les ITR 5' et 3' ainsi que la region d'encapsidation de BAV 3. 

Un genome adenoviral similaire a celui de pTG 14310 mais comportant une 
region d'encapsidation de BAV3 de 0,8 kb a egalement ete obtenu. On a pour cela 
25 precede au remplacement de I'lTR 5" et de la region d'encapsidation d'AdS presents 
dans pTG 8343 par 1'ITR 5' et la region d'encapsidation de 0,8 kb de BAV 3 
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presents dans pTG 5431. Pour ce faire, pTG 8343 est digere par Bgl n, soumis a 
Taction de !a Klenow, puis digere par Pac I. D'autre part, pTG 543 1 est digere par 
Pvu II et Pac I. Les fragments ainsi obtenus sont lies pour donner pTG 14313. 

On precede ensuite au remplacement de 1'ITR 5' et de la region 
d'encapsidation de 0,3 kb de BAV 3 presents dans pTG 14266 par PITR 5' et la 
region d'encapsidation de 0,8 kb de BAV 3 presents dans pTG 14313. Pour ce faire, 
on precede a un recombinaison homologue entre les fragments Ssp I / Mfe I obtenu 
de pTG 14266 et Sea I / Nsi I obtenu de pTG 14313. Le vecteur ainsi obtenu est 
nommepTG 14315. 

Finalement le genome adenoviral est reconstitue par recombinaison 
homologue entre les fragments Hind m obtenu de pTG 14315 et Pac I obtenu de 
pTG 6401. Le vecteur ainsi obtenu, nomme pTG 143 16, derive du genome de I'Ad 5 
et comporte les ITR 5' et 3' ainsi que la region d'encapsidation de 0,8 kb de BAV 3. 

Un exemple supplementaire de vecteur selon I'invention consiste en un 
is vecteur derive du genome de PAd5 delete des regions El et E3 et contenant les ITR 
5' et 3' ainsi que la region d'encapsidation de 0,3 kb de BAV 3, dans lequel la region 
d'encapsidation a ete inseree juste en amont de 1'ITR 3'. 

Pour construire un tel vecteur, on precede tout d'abord a la deletion de la 
region d'encapsidation de BAV 3 dans pTG 13372 et dans pTG 14266. Pour cela, 
20 pTG 13372 est digere par Afl m, soumis a Taction de la Klenow, puis digere par Pac 
I et pTG 14262 est digere par Pvu II et Pac I. Les fragments ainsi obtenus sont lies 
pour donner pTG 14311. 

La deletion de la region d'encapsidation bovine de pTG 14266 est obtenue 
par recombinaison homologue entre le fragment Xmn I / Dra III obtenu de pTG 
2 5 1 4266 et le fragment Pvu I / Sph I obtenu de pTG 143 1 1 . On obtient alors le vecteur 
pTG 14328. 
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On precede ensuite au remplacement de 1'ITR 3* d'Ad5 dans pTG 13384 par 
1'ITR 3" et la sequence d'encapsidation de 0,3 kb de BAV 3 presents sur pTG 543 1 . 
Pour cela, pTG 13384 est digere par Bam HI, soumis a Taction de la Klenow, puis 
digere par Pac I. D'autre part, pTG 543 1 est digere par Afl III, traite a la Klenow, et 
digere par Pac I. Les fragments ainsi obtenus sont lies pour dormer pTG 14271 

L'introduction de la sequence d'encapsidation BAV 3 juste en amont de 
1'ITR 3' est realisee par ligature des fragments Eco RI / Hind m obtenus de 
pTG14328 et de pTG 14271. Le vecteur ainsi obtenu est nomme pTG 14330. 

Le genome adenoviral est ensuite reconstitue par recombinaison homologue 
entre les fragments Hind m de pTG 14330 et Pac I de pTG 6401. On obtient alors le 
vecteur pTG prod 1 1 qui derive du genome de l'Ad5 delete des regions El et E3 et 
contient les ITR 5' et 3' ainsi que la region d'encapsidation de 0,3 kb de BAV 3 
inseree juste en amont de 1'ITR 3'. 

EXEMPLE 3 : Production de particules virales. 

Les genomes viraux pTG6468 (auxiliaire) et pTG6467 ou pTG6466 
(recombinant) sont transfectes dans les cellules bovines de la lignee MBDK. Puis, les 
cellules transferees sont infectees par un genome BAV3 sauvage ou attenue. Puisque 
1' Ad5 peut se propager dans les cellules bovines en presence d'un virus BAV3 et que 
les trois elements viraux contiennent une region d'encapsidation de BAV3, ils peuvent 
etre empaquetes dans les capsides virales et generer des particules virales infectieuses. 
Le melange est recupere et on precede eventuellement a une etape d'amplification par 
cycles d'infection successifs de cellules MBDK afin de constituer un stock viral des 
trois types de virus. Lors de cette premiere etape sur cellules bovines, le genome 
BAV3 produit les facteurs agissant en trans pour I'encapsidation du vecteur auxiliaire 
lequel foumit les fonctions virales necessaires a la propagation du vecteur 
recombinant. L'encapsidation de ce dernier peut etre mediee par des facteurs 
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adenoviral* d'origine BAV3 et Ad5 dans la mesure oil il possede les regions 
d'encapsidation des deux origines et les capsides peuvent contenir des proteines 
structurales BAV3 ou Ad5. 

Le melange viral genere dans la lignee bovine est utilise pour infecter des 
5 cellules humaines 293. Dans ces cellules, le virus BAV3 ne peut se propager meme en 
presence d'AdS. Cependant le vecteur auxiliaire d'origine Ad5 peut repliquer son 
genome viral et exprimer l'ensemble des genes viraux precoces et tardifs qu'il porte. 
Par contre, il ne peut etre encapside du fait qu'il est muni d'une seule region 
d'encapsidation BAV3. Au contraire, le vecteur recombinant peut l'etre par 
10 l'intermediaire de la region d'encapsidation d'origine Ad5 et des facteurs 
d'encapsidauon foumis par le vecteur auxiliaire. Les particules virales generees sont 
recuperees et peuvent etre utilisees a des fins therapeutiques. 
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REVENDICATIONS 

!■ Vecteur adenoviral derivant d*un genome adenoviral caracterise en ce qu'il 
comprend une region essentielle a l'encapsidation heterologue par rapport audit 
genome adenoviral. 

2. Vecteur adenoviral selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il derive d'un 
adenovirus d'origine humaine et que ladite region essentielle a l'encapsidation 
heterologue derive d'un adenovirus d'origine animale. 

3. Vecteur adenoviral selon la revendication 2, caracterise en ce qu'il derive d'un 
adenovirus humain du sous groupe C et notamment d'un adenovirus 2 (Ad2) ou 5 
(Ad5). 

4. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que ladite 
region essentielle a l'encapsidation heterologue derive d'un .adenovirus animal 
selectionne parmi les adenovirus canins, aviaires, bovins, murins, ovins, porcins et 
simiens. 

5. Vecteur adenoviral selon la revendication 3 ou 4, caracterise en ce qu'il derive d'un 
Ad5 et que ladite region essentielle a l'encapsidation heterologue derive d'un 
adenovirus bovin. 

6. Vecteur adenoviral selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit adenovirus 
bovin est BAV3. 

7. Vecteur adenoviral selon Tun des revendication 1 a 6, caracterise en ce que ladite 
region essentielle a l'encapsidation comprend la region d'encapsidation. 

8. Vecteur adenoviral selon la revendication 7, caracterise en ce que ladite region 
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essentielle a 1'encapsidation comprend en outre les ITR 5' et 3'. 

9. Vecteur adenoviral seion Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce qu'il est 
defectif au moins pour la fonction El . 

10. Vecteur adenoviral selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il est en outre 
defectif pour Tune au moins des fonctions selectionnees parmi les fonctions E2, E3, 
E4 etLl-L5. 

11. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un vecteur auxiliaire permettant de complementer tout ou partie des fonctions 
defectives d'un vecteur adenoviral recombinant. 

12. Vecteur adenoviral auxiliaire selon la revendication 11, caracterise en ce qu'il 
comprend les sequences ITR 5' et 3* et les sequences codant pour les fonctions E2, E4 
et/ou L1-L5 derivant d'un adenovirus humain,et une region d' encapsidation 
heterologue derivant d'un adenovirus bovin. 

13. Vecteur adenoviral auxiliaire selon la revendication 11, caracterise en ce qu'il 
comprend les sequences codant pour les fonctions E2, E4 et/ou L1-L5 derivant d'un 
adenovirus humain, et les sequences ITR 5* et 3' et la region d' encapsidation 
heterologue derivant d'un adenovirus bovin. 

14 . Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 10, caracterise en ce qu'il 
est recombinant et comprend au moins un gene d'interet place sous le controle des 
elements necessaires a son expression dans une cellule ou un organisme hote. 

15. Vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 14, caracterise en ce que 
ledit gene d'interet est selectionne parmi les genes codant pour un ARN antisens, une 
cytokine, un recepteur cellulaire ou nucleaire, un ligand, un facteur de coagulation, la 
proteine CFTR, Tinsuline, la dystrophin^ un facteur de croissance, une enzyme, un 
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inhibiteur d'enzyme, un polypeptide a efFet anti-tumoral. un polypeptide capable 
d'inhiber une infection bacterienne, parasitaire ou virale et, notamment !e VIH, un 
anticorps, une toxine, une immunotoxine, un inhibiteur d'angiogenese et un 

marqueur. 

5 16. Vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 14 ou 15. caracterise en ce 
qu'il comprend en outre une seconde region d'encapsidation autologue par rapport au 

genome adenoviral dont il derive. 

17. Vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il 
est defectif pour l'ensemble des fonctions adenoviral et comprend outre ledit gene 

10 d'interet, au moins les ITOs 5' et T et ladite region d'encapsidation autologue derivant 
d'un adenovirus humain, et ladite region d'encapsidation heterologue derivant d'un 
adenovirus bovin. 

18. Vecteur adenoviral recombinant selon la revendication 16 ou 17, caracterise en ce 
que la region d'encapsidation heterologue est inseree en" 3' de la region 

15 d'encapsidation autologue. 

19. Utilisation d'un vecteur adenoviral auxiliaire selon l'une des revendications 1 1 a 
13 pour complementer tout ou partie des fonctions defectives d'un vecteur adenoviral 
recombinant defectif pour la replication, lesdits vecteurs auxiliaire et recombinant 
derivant d'un meme premier adenovirus et, en particulier d'un Ad5 et lesdites regions 

20 essentielles a 1'encapsidation heterologues portees par le vecteur auxiliaire derivant 
d'un second adenovirus different du premier et, en particulier d'un BAV3. 

20. Utilisation selon la revendication 19 caracterisee en ce que le vecteur adenoviral 
recombinant defectif pour la replication est un vecteur selon l'une des revendications 
1 a 10 et 14 a 18, lesdits vecteurs auxiliaire et recombinant derivant d'un meme 

25 premier adenovirus et lesdites regions essentielles a 1'encapsidation heterologues 



WO 99/61638 



PCT/FR99/01238 



-35- 



portees par le vecteur auxiliaire et ledit vecteur recombinant derivant d'un second 
adenovirus different du premier . 

21 . Composition comprenant : 

(a) un vecteur adenoviral auxiliaire selon I'une des revendications 1 1 a 13, 

(b) un vecteur adenoviral recombinant defectif pour la replication , et 

(c) de maniere optionnelle un genome adenoviral derivant d'un adenovirus animal 
de ia meme origine que les regions essentielles a t'encapsidation heterologues 
portees par le vecteur a). 

22. Composition selon la revendication 21 caracterisee en ce que ledit vecteur 
recombinant adenoviral defectif pour Ia replication (b) est un vecteur adenoviral 
recombinant selon Tune des revendications 1 a 10 et 14 a 18 et en ce que l'on a en (c) 
de maniere optionnelle, un genome adenoviral derivant d'un adenovirus animal de la 
meme origine que les regions essentielles a 1'encapsidation heterologues portees par 
les vecteurs a) et b). 

23. Genome adenoviral derivant d'un adenovirus animal, notamment d un adenovirus 
bovin et en particulier d'un BAV3, caracterise en ce qu'il presente une capacite 
d'encapsidation attenuee par rapport a Tadenovirus dont il derive. 

24. Precede pour preparer une preparation virale comprenant un vecteur adenoviral 
recombinant defectif pour la replication, selon lequel : 

(a) on introduit dans une premiere lignee cellulaire 

(i) un vecteur adenoviral auxiliaire selon Tune des revendications 1 1 a 13, 

(ii) un genome adenoviral derivant d'un adenovirus animal, et 
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(iii) ledit vecteur adenoviral recombinant, 

ledit genome adenoviral (ii) etant de la meme origine que les regions essentielles a 
Pencapsidation heterologues portees par le vecteur (i) et iedit genome adenoviral 

(ii) et les vecteurs (i) et (iii) etant capables de se repliquer dans ladite premiere 
5 lignee cellulaire, 

(b) on cultive ladite premiere lignee cellulaire dans des conditions appropriees 
pour permettre la production de particules virales comportant les vecteurs (i) et 

(iii) et le genome adenoviral (ii), 

(c) on recupere lesdites particules virales obtenues a Petape b) dans la culture 
10 cellulaire, 

(d) on infecte une seconde lignee cellulaire avec lesdites particules virales 
recuperees a Petape c), ledit vecteur auxiliaire (i) et ledit genome adenoviral (ii) 
ayant une capacite d'encapsidation et/ou de replication nulle ou reduite dans 
ladite seconde lignee cellulaire, 

1 5 (e) on cultive ladite seconde lignee cellulaire dans des conditions appropriees pour 
pennettre Pencapsidation dudit vecteur adenoviral recombinant (iii) et produire 
ladite preparation virale, et 

(0 on recupere ladite preparation virale obtenue a Petape e) dans la culture 
cellulaire. 

20 25. Procede selon la revendication 24 caracterise en ce que ledit vecteur adenoviral 
recombinant defectif pour la replication est un vecteur selon Pune des revendications 
1 a 10 et 14 a 18 et en ce que ledit genome adenoviral (ii) est de la meme origine que 
les regions essentielles a Pencapsidation heterologues portees par les vecteurs (i) et 
(iii) et ledit genome adenoviral (ii), et les vecteurs (i) et (iii) sont capables de se 



WO 99/61638 



PO7FR99/01238 



-37- 



repliquer dans ladite premiere lignee cellulaire. 

26. Precede selon la revendication 25, selon lequel on introduit dans ladite premiere 
lignee celJulaire : 

(i) un vecteur adenoviral auxiliaire selon Tune des revendications 1 1-13 defectif 
au moins pour la fonction El, 

(ii) un genome adenoviral derivant d'un adenovirus bovin, notamment d'un 
BAV3, eventuellement selon la revendication 23, et 

(iii) un vecteur adenoviral recombinant defectif pour la fonction El et au moins 
Tune des fonctions E2, E4 et/ou L1-L5, notamment un vecteur selon l'une des 
revendications 14 a 18, 

ladite premiere lignee cellulaire etant d'origine bovine. 

27. Procede selon Tune des revendications 24 a 26, selon lequel ledit genome 
adenoviral (ii) est defectif pour la fonction El et ladite premiere lignee cellulaire est 
une cellule de complementation de la fonction El dudit genome adenoviral (ii). 

28. Procede selon la revendication 27, selon lequel ladite premiere lignee cellulaire 
derive d'une lignee MDBK ou de cellules primaires bovines de retine ou de rein foetal 
et comprend les sequences codant pour la region JE1 d'un adenovirus bovin et en 
particulier d'un BAV3 placees sous le controle des elements necessaires a leur 
expression. 

29. Procede selon Tune des revendications 24 a 28, selon lequel ladite seconde lignee 
cellulaire est une cellule de complementation de la fonction El d'un adenovirus 
humain, notamment d'un Ad5. 

30. Procede selon la revendication 29, selon lequel ladite seconde lignee cellulaire est 
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la lignee 293. 

31. Preparation virale obtenue selon le precede selon Pune des revendications 24 a 
30. 

32. Preparation virale selon la revendication 31, comprenant au moins 30 % de 
particules virales infectieuses contenant un vecteur adenoviral recombinant selon Tune 
des revendications 1 a 10 et 14 a 18. 

33. Cellule hote comprenant un vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 
18 ou infectee par une preparation virale selon la revendication 3 1 ou 32. 

34. Cellule comprenant : 

(i) un vecteur adenoviral auxiliaire selon Tune des revendications 1 1 a 13, et 

(ii) un genome adenoviral derivant d'un adenovirus animal. 

35 . Cellule selon la revendication 34 renfemiant en outre (iii) un vecteur adenoviral 
recombinant defectif , et notamment un vecteur selon Tune des revendications 1 a 10 
et 14 a 18, 

36. Composition phanmaceutique comprenant a titre d'agent therapeutique ou 
prophylactique un vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 10 et 14 a 18, 
une preparation virale selon la revendication 31 ou 32 ou une cellule hote selon la 
revendication 33. 

37. Utilisation d'un vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 10 et 14 a 
18, d'une preparation virale selon la revendication 31 ou 32 ou d'une cellule hote 
selon la revendication 33, pour le transfert et Pexpression d'un gene d'interet dans 
une cellule ou un organisme hote. 

38. Utilisation d'un vecteur adenoviral selon Pune des revendications revendications 1 
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a 10 et 14 a 18, d'une preparation virale selon la revendication 31 ou 32 ou d'une 
cellule hote selon la revendication 33, pour ia preparation d'un medicament destine au 
traitement des maladies par therapie genique ou immunotherapie. 
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